An enumeration-based putative dyad predicting algorithm for promoter analysis in plants by HASH(0x7fe964db5a80)
Enumerációs-alapú diád predikciós algoritmus alkalmazása növényi 
promóterek analízisében 
 
 
Ph.D. értekezés tézisei 
 
 
 
Cserháti Mátyás 
 
 
 
 
Témavezetı: Dr. Pongor Sándor és Dr. Györgyey János 
 
 
 
 
MTA Szegedi Biológiai Központ, Növénybiológiai Intézet 
Biológia Doktori Iskola 
SZTE TTIK 
 
 
 
 
Szeged 
2011 
 1 
1. Bevezetı 
 Az abiotikus stresszhatásokra adott növényi válaszokban a gének nagy számban 
játszanak szerepet, mivel ez egy olyan komplex alkalmazkodási folyamatok, amelyek 
kiterjedten érintik a növény teljes szervezetét. A növények általában kétféleképpen 
válaszolnak; vagy megpróbálják fenntartani az eredeti fiziológiai állapotukat, vagy 
alkalmazkodnak a megváltozott körülményekhez. Abiotikus stresszhatások körébe sok 
olyan környezeti tényezı tartozik, mely a növény vízháztartását érinti: a szárazság, a 
talajban elıforduló sók, ozmotikus hatású anyagok, sıt bizonyos mértékig a hideg is ilyen 
stressz-tényezı. A stressz-szignált általában a membránban található receptorok 
közvetítik (sokszor hormonok hatására, pl. ABA, citokininek, vagy etilén), az érzékelt 
jelet másodlagos hírvivık továbbítják a citoplazmán belül (pl. ROS, Ca2+ vagy IP 
molekulák). A sejten, illetve a sejtmagon belül pedig több transzkripciós faktor 
kölcsönhatása révén alakul ki a stresszre adott génexpressziós válasz. 
 A vízhiánnyal kapcsolatos abiotikus stresszválaszok szabályozási útjait általában 
két csoportra különítjük el, az egyikbe az ABA-függı, a másikba az ABA-független 
utakat soroljuk. Eközött a két szabályozási hálózat között azonban jelentıs átfedések, 
illetve kölcsönhatások vannak, ez közösen szabályozott transzkripciós faktorokban, 
illetve mindkettıhöz tartozó transzkripciós faktor kötıhelyekben is megnyilvánul. 
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2. Célok 
 Mivel az abiotikus stresszválaszban szereplı gének sok esetben hasonló 
szabályozás alatt állhatnak, így feltételezhetjük azt, hogy ennek alapját legalább részben a 
hasonló szabályozó elemeket is tartalmazó a promóter régióik adhatják. Mivel összetett 
molekuláris genetikai folyamatról van szó, így az is feltételezhetı, hogy számos gén, 
transzkripciós faktor, illetve szabályozó motívum együttmőködésérıl van szó. 
 Eddig számos motívumkeresı algoritmust fejlesztettek ki DNS szekvenciák 
analízisére és motívumok elırejelzésére. Ezek leginkább rövid oligonukleotid 
motívumokat képesek felfedezni. Tompa és kollégái vizsgálatai alapján több jól ismert 
motívumkeresı program vagy algoritmus érzékenysége alacsony, így jelentısen javítani 
lehet ezeket az algoritmusokat. Mivel olyan algoritmus-összeállítás eddig nem volt, 
amely együtt szabályozott gének promóter régióiban szabályozó elem párokat, azaz 
diádokat keressen, azt tőztük ki célul, hogy ilyen algoritmust kifejlesszünk. Az 
algoritmust a jövıben más, megismert genomszekvenciájú eukarióta élılényre, így 
többek között különbözı fontos gazdasági növény (árpa, búza, rizs, stb.) promótereinek a 
vizsgálatára lehet majd alkalmazni. 
 Az algoritmus egyik fontos eredménye az, hogy bemeneti promóter szettekben, 
azokra jellemzı feltételezett diádokat képes optimalizáltan megtalálni. Az így kapott 
diádokkal pedig a vizsgált élılény promóteromját lehet tovább elemezni, és megkeresni a 
többi hasonló diádot tartalmazó promótert, és ezáltal a promóterek génjeirıl elırejelzést 
lehet vele tenni arra vonatkozóan, hogy állhatnak hasonló transzkripciós szabályozás 
alatt, így jó eséllyel hasonló folyamatokban is vesz részt, mint a kiindulási promóterek 
génjei. 
 3 
3. Az algoritmus leírása 
 Az algoritmus DNS szekvencia diádokat keres, amelyeket az M1NnM2 formula 
határoz meg, ahol M1 a feji, illetve M2 a farki motívum. Köztük pedig egy jellemmzı 
hosszúságú, szekvencia-specificitás nélküli spacer régió van, ami n bázis hosszú, kevés 
lötyögéssel megengedve. A fej és farok motívumok ugyanolyan hosszúak, és a spacer 
régió pedig 0-52 bp hosszú lehet. 
 Az elemzés több fázisban zajlik. Az elsı fázis abból áll, hogy a megfelelıen 
együtt szabályozott géneket kiválasztjuk, és a hozzájuk tartozó promóter szekvenciákat 
egy adatsorba győjtjük, majd ezeket különbözı szettekbe osztjuk be. A promótereket 
általában 2 Kbp hosszúságig vizsgáltuk, illetve akkor tekintettük rövidebbnek, ha 
közelebb már másik gént találtunk. A promótereket pozitív illetve negatív tanuló 
szettekbe, valamint pozitív illetve negatív teszt szettekbe kell beosztani. 
A következı fázis a tanuló fázis, amikor is az algoritmus összeszámolja az összes 
lehetséges diád elıfordulását a pozitív és negatív tanuló promóter szettekben. Ezek után a 
diádokat súlyozza, kiszámolja az ún, cdr értékét, és a diádokat eszerint rangsorolja. Egy 
diád cdr értékét így lehet kiszámolni: 
 cdr = 
N positive− N negative.
N positive  
Itt a Npositive azon promóterek száma a pozitív tanuló promóter szettben, amelyben 
a diád elıfordul, míg Nnegative azon promóterek száma a negatív tanuló szettben, amelyben 
a diád szintén elıfordul. A cdr értéke -∞-tıl 1-ig terjedhet (csak azokat az eseteket vettük 
figyelembe ahol Npositive nagyobb volt, mint nulla). Minél magasabb egy diád cdr értéke, 
annál jelentısebb szerepe lehet abban a folyamatban, amit vizsgálunk. Esetünkben ez a 
vízhiánnyal kapcsolatos abiotikus stressz volt. A kapott diád adatbázis további szőrés, 
homopolimerek, repetitív szekvenciák eltávolítása után lehet tovább használni. 
 A tanuló fázist követi a teszt fázis, amelyben különbözı paraméterek szerint 
vizsgáljuk a diádokat, hogy a pozitív és negatív promóter szettek elkülönítésére 
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legoptimálisabb diádokat kiválasszuk. Ezek a paraméterek a következık: küszöbérték a 
pozitív tanuló szettben való elıfordulás gyakoriságára, a spacer régió „lötyögésének” 
mértéke ±5bp-ig, illetve küszöbérték a diádok cdr értékére. Minden diád szett esetében 
visszakeressük a találatokat a pozitív és a negatív promóterek teszt szettjeiben. ROC 
analízis során azt az optimális diád szettet választjuk ki, amelyet majd a promóterom 
szőréséhez lehet használni. A promóterom szőrése alapján az egyes promótereket a 
bennük elıforduló diádok alapján osztályozzuk és rangsoroljuk. 
4. Eredmények 
 Az algoritmusunkat elıször lúdfő (Arabidopsis thaliana) esetében alkalmaztuk, és 
igazoltuk használhatóságát, majd rizs (Oryza sativa) esetében is alkalmaztuk; hogy a 
kétszikő modellnövény mellett egy egyszikő növény promóteromjának vizsgálatában is 
teszteljük. A lúdfő esetében az abiotikus stresszhez kapcsolódó és a kontroll (nem 
stressz) tanuló promóter szettekbe 125-125 promóter került, míg a megfelelı teszt 
szettekbe 44-44 darab. Rizs esetében 87-87 promóter került a két tanuló szettbe, míg 42 
illetve 56 promóter került bele a pozitív illetve negatív teszt promóter szettbe. A pozitív 
szettekben a promóterek olyan génekhez tartoztak, amelyek annotációjuk alapján, egy 
microarray expressziós adatbázis (Genevestigator) adatai alapján, vagy saját kísérleti 
eredményeink alapján indukálhatóak voltak abiotikus stressz hatására. 
Lúdfő esetében az optimalizálással 81 feltételezhetı diádot sikerült találnunk. 
Ebben az esetben a minimum 14-szeri elıfordulás a pozitív tanuló promóter szettben, 
minimum 0.9-es cdr értékkel, ±2bp lötyögéssel adta a pozitív és negatív szettek 
szétválasztását. Rizs esetében 38 diáddal kaptuk a legjobb eredményt, minimum 9-szer 
elıfordulva a pozitív tanuló promóter szettben, minimum 0.89-es cdr értékkel, és 
lötyögés megengedése nélkül. A 81 lúdfő diád közül 38-at 11 csoportba klasztertük az 
alapján, hogy mennyire volt hasonló két adott diád egymáshoz képest. A hasonlóság egy 
Hamming-távolság volt, ahol a maximális hasonlóság 10 volt (mivel pentamer párokat 
vizsgáltunk). A Hamming távolság küszöbértéke 3 volt. 
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 A promóterom szőrés alapján a lúdfő esetén a legjobb cdr értéket adó 3100 
promótert vizsgáltuk, rizs esetében a legjobb 4600-t. Úgy húztuk meg az ezekhez a 
számokhoz tartozó határértékeket, hogy ezek között csak minimális arányban forduljanak 
elı fals pozitívok, azaz a program tanításához használt kontroll (nem stressz) promóterek. 
Lúdfő esetében a promóterom szőréssel talált génekrıl 78.6% esetében igazolta vissza 
rendelkezésre álló expressziós adat, hogy stressz indukálható. Rizs esetében ez 98.7% 
volt. A predikcióval 1273 (49+1224) hipotetikus vagy újonnan stressz indukálhatónak 
mondható gént jelzett elıre az algoritmus. Rizs esetében ez 2682 gén volt (1437 új gén, 
illetve 1245 hipotetikus gén). 
Az lúdfőben megtalált diádok, illetve a belılük képzett klaszterek elıfordulását 
vizsgáltuk ismert géncsaládokban. A 11-bıl 7 cluster, valamint 5 egyedi diád 
kulcsfontosságú szerepet játszanak 5 cor, illetve 4 erd gén hálózat-szerő 
szabályozásában. Ezen túl 1224 feltételezhetı SZEP (szabályozó elem pár) (amelyeknek 
a módosított cdr értékük 0.5 fölött volt) jelezhetı elıre, hogy valamilyen módon szerepet 
játszhat az abiotikus stressz válaszban. 
Lúdfőben promóterome keresést végeztünk azért, hogy megnézzük, milyen 
SZEP-ek fordulnak elı benne. Kiszámoltuk a Jacquard-együtthatót minden promóter és 
minden cor gén promóter között. Ez alapján a SZEP tartalom különbségét számoltuk ki 
minden egyes promóter párra. A legjobb 25 promótert választottuk ki, amelyeknek a 
SZEP tartalom különbsége 0.5 alatt volt. Ezek közül 1 hipotetikus és 5 új ismeretlen 
funkciójú gént jelöltünk meg, amelyrıl az elemzés alapján feltételezhetjük, hogy hasonló 
funkcióval rendelkezhet, mint a cor gének. 
Harminc rizs aldo-keto reduktáz gén vizsgálata során 28 jellemzı, feltételezhetı 
diád elemet fedeztünk fel, amelyek legalább 7 bemeneti promóterben elıfordulnak, és 
amelynek legalább 0.9 volt a cdr értéke. A 30 AKR gén közül három expresszióját 
vizsgálták meg kísérletesen. Ezek közül az AKR1 (Os01g0847600) több jellegzetes 
diádot tartalmazott, mint az AKR2 és AKR3. Ez egybecseng a génexpressziós kísérleti 
eredményekkel, melyek szerint az AKR1 erısen, a másik két gén kevésbé indukálhatóak 
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ozmotikus stressz által. Ezzel egy, a kiindulási génszettıl független esetben is igazoltuk 
az algoritmusunk használhatóságát. 
Hat rizs géncsaládhoz (glükanázok, kitinázok, PR1, PR4, PT5, és PR9) tartozó 91 
promóterrel is végeztünk elemzéseket. Ezen promótereket tartalmazó gének olyan búza 
génekkel homológok, amelyek szerepet játszanak a biotikus stressz válaszban. Bennük 
sok olyan motívumot megtaláltunk, amelyeket már ismerünk, és elıfordulnak a növényi 
cisz-regulátor elemeket tartalmazó PlantCARE adatbázisban is (pl. a W1-box, az EIRE, 
és a WUN-motif). Így azt tételezzük fel, hogy a szekvencia-hasonlóságok révén ezeket, 
vagy ezekhez hasonló motívumokat meg lehet találni az ortológ búza gének 
promótereiben is. Ugyanezeket a géneket késıbb megvizsgáltuk búzában is, és azt 
találtuk, hogy a prediktált diádok fele kis módosulással ugyan, de egyezik a megfelelı 
rizs diáddal. 
 
Az algoritmusunkat lefuttattuk erre a 91 rizs biotikus stresszhez kapcsolódó 
promóterre. Közülük 13 szerepelt a pozitív tanuló szettben (mivel ezek voltak a 
feltételezhetı ortológok), míg az összes többi a negatív tanuló promóter szettet alkották. 
Mivel a vizsgált promóterek száma csekély volt, tetrád diádokat kerestünk. Összesen 263 
diádot talált az algoritmus, amelyeknek a cdr értéke legalább 0.9 volt. 28 olyan diád volt 
közöttük, amely vagy a 6 vizsgált géncsalád közül legalább 4-ben elıfordult, és így 
statisztikailag jelentıs volt, vagy megtalálhatóak voltak a PLACE adatbázisban.  
Az algoritmust két jól ismert motívumkeresı algoritmussal hasonlítottuk össze, a 
YMF-fel és a dyad-analysis-szel. Ehhez mindkét programmal vizsgáltuk a lúdfő 
promóteromot, kiindulásként használva ugyanazt a 125 stressz tanuló promótert, amit a 
saját fejlesztéső módszerrel is használtunk. Az YMF programmal 283 promótert találtunk 
meg, amely jelentıs számú szabályozó elemet tartalmazott. Ezek közül mindössze 3 
tartozott az eredeti 125-ös tanuló promóter szetthez, és csak 3.1%-uk volt stressz-
indukálható a Genevestigator adatai alapján. A dyad-analysis program 149 promótert 
talált meg, amely jelentıs számú feltételezhetı szabályozó szekvencia elemet 
tartalmazott. Ezek közül azonban csak 1 tartozott az eredeti 125-höz. Ezeknek a 3.6%-a 
volt indukálható abiotikus stressz által a Genevestigator adatai alapján. Ezek az 
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eredmények azt mutatják, hogy a mi algoritmusunk ehhez a két programhoz képest 
sokkal hatékonyabban tud új, feltételezhetıen stresszben szerepet játszó szabályozó 
elemeket elıre jelezni, valamint az eredetileg vizsgált, együtt szabályozódó génekhez 
olyan újabb tagokat találni, amelyek sokat tartalmaznak az elıre jelzett motívumokból. 
Az algoritmust 64 bites IRIX64 programozási környezetben valósítottuk meg awk 
(GNU Awk 3.1.5.), C shell, és C (GCC 3.4.6.) szkriptek és programok kombinációival. 
Az algoritmusnak saját weboldala is van rövid leírással, és egy letölthetı, PC-n futtatható 
önálló programmal: http://bhd.szbk.u-szeged.hu/dyadscan/. Bemeneti paraméterként meg 
kell adni a pozitív és negatív promóter szetteket, a keresett motívumok hosszát, a spacer 
régió maximális hosszát, a minimális elıfordulást a pozitív tanuló promóter szettben, 
illetve a diádok minimális cdr értékét. A program eredménye egy olyan feltételezhetı 
diád lista, ami megfelel a bemeneti kritériumoknak. A kimenetben láthatók a diádok 
szekvenciái, a pozitív és negatív tanuló szettekben való elıfordulásuk, illetve a cdr 
értékeik. 
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